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1 Einleitung 
 
Die P2-Rezeptoren gehören zur Gruppe der Purinorezeptoren.
(1)
 Aufgrund unterschiedlicher 
Signaltransduktionsmechanismen lässt sich die Gruppe der P2-Rezeptoren in zwei Klassen 
unterteilen, die P2X-Rezeptoren und die P2Y-Rezeptoren. Gemein ist beiden Gruppen 
membranständiger Proteine die Aktivierung durch extrazelluläres Adenosin-5’ -triphosphat 
(ATP). Die Rezeptoren der P2X-Gruppe sind ligandengesteuerte Ionenkanäle, wobei bis heute 
7 Isoformen beschrieben sind (P2X1 bis P2X7). 
(2)
 Die Kanäle sind für Na
+
, K
+
 und in 
geringerem Maße für Ca
2+ 
permeabel. Die P2Y-Rezeptoren sind demgegenüber G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren.
(3,4,5)
  
Der Gruppe der P2-Rezeptoren wurde zunächst der zytolytische P2Z-Rezeptor als weiterer 
unabhängiger Rezeptor zugeordnet. Dieser wurde nach Sequenzierung als weitere Isoform der 
P2X-Klasse identifiziert (P2X7).
(6)
 
1.1 Strukturelle Eigenschaften der P2X7-Rezeptoren 
 
Den P2X-Rezeptoren ist gemein, dass sie 2 Transmembrandomänen aufweisen, die über eine 
relativ große Ektodomäne miteinander verbunden sind. Sowohl N- als auch C-Terminus 
liegen zytosolisch lokalisiert vor (Abbildung 1-1).
(7)
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Abbildung 1-1: schematische Darstellung der P2X-Rezeptoren
(7)
 
2 Transmembrandomänen M1 und M2 sind über eine extrazelluläre Schleife verbunden, N-und C-Terminus 
liegen intrazellulär. 
 
Die Ektodomäne enthält zehn unter allen P2X-Rezeptoren konservierte Cystein-Reste, die 
über die Ausbildung von Disulfidbrücken an der Ausbildung der Tertiärstruktur beteiligt 
sind.
(7)
 Die P2X-Rezeptoren sind wie nahezu alle Ionenkanäle oligomere Proteine. Sie 
assemblieren im Endoplasmatischen Retikulum zu stabilen homotrimeren oder heterotrimären 
Rezeptorkanälen. 
(8)
 Imunopräzipiationsexperimente zeigten, dass der P2X7-Rezeptor im 
Gegensatz zu den anderen P2X-Isoformen lediglich Homooligomere bildet. 
(9)
 
 Die Ektodomäne der humanen P2X7-Untereinheit enthält 5 Glykosylierungsmotive an 
den Positionen 
187
N-F-T; 
202
N-Y-T; 
213
N-I-T; 
241
N-F-S; 
284
N-V-S für N-glykosidisch 
verknüpfte Zuckerketten. Die Positionen der Glykosylierungsmotive sind für die P2X7-
Untereinheiten der Spezies Maus, Ratte und Mensch komplett konserviert.
(10)
 Innerhalb der 
P2X-Familie zeigt sich dem gegenüber nur eine unvollständige Konservierung der 
Glykosylierungsmotive. 
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Abbildung 1-2: Modell einer humanen P2X7-Rezeptoruntereinheit 
Mit 595 Aminosäuren ist die humane P2X7-Untereinheit ca. 200 Aminosäuren länger als die anderen Mitglieder 
der P2X-Rezeptorfamilie. Der C-Terminus ist 239 Aminosäuren lang und weist keine Homologie mit der 
Aminosäuresequenz der C-terminalen Domänen der anderen P2X-Untereinheiten auf. N- und C-Terminus sind 
intrazellulär lokalisiert. Der C-Terminus ist mit 239 Aminosäuren sehr lang und enthält eine große Anzahl 
Cysteinreste (rot markiert). 
 
 
1.2 Funktionelle Charakterisierung der P2X7-Rezeptoren 
 
1.2.1 Ionenkanalfunktion des P2X7-Rezeptors 
 
Die zentrale Achse des homotrimeren P2X7-Rezeptors bildet den Ionenkanal. Der 
Mechanismus der Ionenkanalbildung ist ähnlich der nikotinischen Acetylcholinrezeptoren 
oder ionotropen Glutamatrezeptoren. 
(11)
 Die kurzzeitige (wenige Sekunden) Stimulierung des 
Rezeptors mit extrazellulärem ATP oder dem potenteren 2’,3’-O-(4-benzoylbenzoyl) ATP 
(BzATP) in niedrigen Konzentrationen führt zu einer Öffnung des Ionenkanals. Dabei ist der 
Kanal nicht-selektiv für kleine Kationen wie Na
+
, K
+
 und Ca
2+ 
permeabel.
(1,12)
 Dies führt zu 
einer Depolarisation der Plasmamembran. Die Stimulation des P2X7-Rezeptors durch die 
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Agonisten ATP oder BzATP induziert stabile Kationenströme mit mittleren 
Kanalöffnungszeiten bei Einzelkanalableitung von 5 ms.
(13)
 Dabei zeichnet die P2X7-
Rezeptoren aus, dass der elektrophysiologische Effekt umso stärker ausgeprägt ist, je 
niedriger die extrazelluläre Konzentration 2-wertiger Kationen wie Mg
2+
 und Ca
2+
 ist. Es ist 
jedoch unklar wie die 2-wertigen Kationen Einfluss auf die Ionenkanalfunktion des P2X7-
Rezeptors nehmen. Es wird vermutet, dass allosterische Veränderungen des Rezeptors zu 
einer unterschiedlichen Affinität gegenüber ATP oder BzATP führen.
(14)
  
1.2.2 Die P2X7-Rezeptor-vermittelte zytolytische Porenbildung  
 
Wiederholte oder verlängerte Aktivierung mit hohen Konzentrationen ATP führt zur 
Ausbildung einer P2X7-Rezeptor-vermittelten zytolytischen Pore, die für größere Kationen 
wie positiv geladenes N-Methyl-D-Glukamin (195 Da), Ethidiumbromid (320 Da) oder 
Quinolinium 4-(3-methyl-2[3H]-benzoxazolylidene)methyl)-1–1(3-(triethylammonio) propyl) 
diodide (Yo-Pro®-1) (629 Da) durchlässig ist.
(6,15,6)
 Ethidiumbromid und YO-PRO1sind 
Fluoreszenzfarbstoffe, die in die DNA im Zellkern interkalieren. Über eine Messung der 
Fluoreszenz ist es somit möglich, die Öffnung der Pore anzuzeigen, da die Membran ohne 
Ausbildung der P2X7-vermittelten Pore für Ethidiumbromid und YO-PRO1 nicht permeabel 
ist. 
 Die Kinetik der P2X7-Rezeptor-vermittelten Ausbildung der zytolytischen Pore ist 
abhängig von der Spezies. P2X7-Rezeptoren einiger Mausgattungen zeigen an Stelle 451 eine 
natürliche Mutation. Dabei führt diese Allelen-Mutation zu einem Aminosäurenaustausch von 
Prolin zu Leucin. Dies hat zur Folge, dass die Sensitivität gegenüber ATP herabgesetzt ist und 
es zu einer verlangsamten Ausbildung der zytolytischen Pore kommt.
(16)
 Für eine Spezies-
abhängige Kinetik spricht weiter, dass bei einem chimären humanen P2X7-Rezeptor, dessen 
cytosolische C-terminale Domäne gegen die cytosolische C-terminale Domäne des Ratten-
P2X7-Rezeptors ausgetauscht worden ist,  die YO-PRO1 Aufnahme nahezu in dem Bereich 
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liegt, der vom nativen Ratten-P2X7-Rezeptor vermittelt wird. Die YO-PRO1 Aufnahme bei 
Expression des humanen P2X7-Rezeptors beträgt etwa 2/3 des Ratten-Rezeptors. 
(15)
  
 Der Mechanismus der Porenbildung sowie die Struktur der Pore sind dabei noch 
unbekannt. Zurzeit werden 2 Modelle diskutiert: Zum einen die Bildung der Pore durch 
Rekrutierung von P2X7-Rezeptoruntereinheiten zu einer zytolytischen Pore (Abbildung 1-3 
A), zum anderen die Aktivierung eines ubiquitären Porenproteins durch den aktivierten P2X7-
Rezeptor (Abbildung 1-3 B).
(17)
 Für die Rekrutierung von P2X7-Untereinheiten und Dilatation 
der Pore spricht, dass die Größe der Pore mit Dauer der Aktivierung zunimmt. Antagonisten 
wie Brilliant Blue G führen zu einer Blockade der  initialen Ionenströme, die konsekutiv zu 
einer Blockade der Aufnahme von höhermolekularen Substanzen wie den 
Fluoreszenzfarbstoff  YO-PRO1 oder NMDG führen.
(12)
  
 Auf der anderen Seite spricht für die Aktivierung eines ubiquitären Porenproteins, 
dass Maitotoxin eine Pore induziert, die wie die P2X7-Rezeptor-vermittelte Pore permeabel 
für YO-PRO1 oder NMDG ist. Dies geschieht unabhängig vom P2X7-Rezeptor.
(18,17)
  
Unterstützt wird diese Hypothese von den Beobachtungen, dass in Oozyten lediglich die 
Ionenkanalfunktion des Rezeptors aktivierbar ist und eine P2X7-Rezeptor vermitteltet 
Zytolyse ausbleibt.
(19,20)
 Für die Aktivierung eines ubiquitären Membranproteins spricht 
weiter, dass der P2X7-Rezeptor die Fähigkeit besitzt direkt mit anderen Membranproteinen zu 
interagieren.
(21)
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Abbildung 1-3: Modelle der zytolytischen Porenbildung 
A: Drei Untereinheiten bilden den Ionenkanal. Nach kurzzeitiger Aktivierung mit ATP wird der Kanal für kleine 
Kationen geöffnet. Nach länger anhaltender Aktivierung kommt es zu einer Konformationsänderung des Kanals 
und der Öffnung der zytolytischen Pore.  
B: Aktivierung eines separaten Porenproteins durch den aktivierten P2X7-Rezeptor 
 
1.2.2.1 Einfluss des C-terminalen cytoplasmatischen Domäne auf die Funktionen des 
humanen P2X7-Rezeptors 
 
Die C-terminale Endodomäne der P2X7-Untereinheit ist mit 239 Aminosäuren um ca. 120 
Aminosäuren länger als die C-terminale Endodomäne von allen anderen Untereinheiten der 
P2X-Familie. Er spielt eine wesentliche Rolle bei der Bildung der zytolytischen Pore.
(6,15)
 
Dies belegen  unterschiedliche C-terminale Trunkierungsexperimente. Die Trunkierung der 
letzten C-terminalen 115 Aminosäuren verhindert die Bildung der zytolytischen Pore, 
beeinflusst die Kanalfunktion des Rezeptors jedoch nicht. C-terminale Trunkierungen 
zwischen Position 551 und 581 führen dazu, dass der Rezeptor nicht an der Oberfläche 
exprimiert wird. Daraus ergibt sich ein mögliches Modell der Regulation der P2X7-Rezeptor-
vermittelten zytolytischen Porenbildung. 
(22)
 Zwischen Aminosäureposition 551 und 582 liegt 
eine mögliche Porenregulationsdomäne. Sie könnte aus einer ER-Retentionsregion und einer 
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Inhibitorregion bestehen. Im untrunkierten P2X7-Rezeptor verhindert die Interaktion beider 
Regionen, dass der Rezeptor im Endoplasmatischen Retikulum (ER) zurückgehalten wird. 
Punktmutationen einzelner Aminosäuren im Bereich der möglichen Porenregulationsdomäne 
führen ebenfalls dazu, dass der Rezeptor nicht an der Zelloberfläche exprimiert wird. 
 
 
 
 
Abbildung 1-4: Mögliches Modell der Regulation der P2X7-Rezeptor-vermittelten zytolytischen 
Porenbildung 
Die Box zeigt den inaktivierten Zustand dar. Die Retentionsregion ® interagiert mit der Inhibitorregion (R-IR) 
und verhindert die Ausbildung der zytolytischen Pore. 
 
Die Bedeutung der möglichen Porenregulationsdomäne wird durch die Beobachtung 
unterstrichen, dass im Bereich der Retentions-Inhibitorregion ein mögliches Bindungsmotiv 
für bakterielle Lipopolysaccharide (LPS) liegt. Das Bindungsmotiv zeigt eine ca. 90%  
Homologie zu einem bekannten LPS-Bindungsmotiv des Lipopolysaccharid-
Bindungsproteins. 
(23,24)
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1.2.3 Physiologische und pathophysiologische Funktionen des hP2X7-Rezeptors 
 
Der humane P2X7-Rezeptor wird im Gegensatz zu den anderen P2X-Isoformen, die auf fast 
allen Säugerzellen vor kommen, hauptsächlich von den Zellen der hämopoetischen Zelllinie 
(Monozyten, Makrophagen, Lymphozyten) exprimiert.
(25,26)
 Es werden unterschiedliche 
physiologische und pathophysiologische Funktionen des Rezeptors diskutiert.  
1.2.3.1 Einfluss des P2X7-Rezeptors auf Abwehrzellen bei Entzündungsreaktionen 
 
Der P2X7-Rezeptor ist an der Aktivierung und Reifung von T-Zellen beteiligt.
(27,28)
  Es gibt 
Hinweise, dass der P2X7-Rezeptor an der Bildung von vielkernigen Riesenzellen aus 
Makrophagen, wie sie bei einer granulomatösen Entzündung gebildet werden, beteiligt 
ist.
(29,30)
 Die Inkubation von P2X7-Rezeptor-exprimierenden Monozyten mit monoklonalen 
Antikörpern gegen ein P2X7-Rezeptor-Epitop verhindert die Zellfusion zu vielkernigen 
Riesenzellen. 
(30)
 
Lammas et al. konnte nachweisen, dass die ATP-abhängige Vernichtung von Mycobacterium 
tuberculosis durch humane Makrophagen P2X7-Rezeptor vermittelt abläuft. Dabei führt das 
extrazelluläre ATP über eine Stimulierung des P2X7-Rezeptors zu einem Zelltod der 
Makrophagen. Dies führt über einen noch unbekannten Mechanismus zum Zelltod der 
intrazellulären Mycobakterien. Der  Zelltod der Mycobakterien ist dabei abhängig vom 
Mechanismus der Apoptoseinduktion der  Wirtsmakrophagen. Eine durch die 
Oberflächenanitgene CD95 oder CD69 induzierte Apoptose beeinflusst den Untergang der 
Mycobakterien nicht. 
(31)
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1.2.3.2 P2X7-vermittelte ProIL-1ß-Prozessieruug und  Freisetzung IL-1ß 
 
Interleukin-1ß (IL-1ß) ist als proinflammatorisches Zytokin ein Hauptmediator von 
chronischen Entzündungs- und Autoimmunerkrankungen.
(32,33)
  
Dabei wird durch eine Stimulation der Monozyten mit bakteriellem Lipopolysaccharid die 
inaktive 34 kDa-Vorstufe (Pro-IL-1ß) gebildet und Caspase-1–abhängig (ICE, Interleukin 1ß 
converting enzym) zu biologisch aktivem 17 kDa Interleukin-1ß prozessiert.
(34)
 Unmittelbar 
im Anschluss wird das biologisch aktive Interleukin-1ß unter anderem ATP-abhängig in den 
Extrazellularraum ausgeschleust.
(35)
 Der P2X7-Rezeptor vermittelt dabei die Sezernierung des 
prozessierten Interleukin-1ß. Diese Hypothese wird durch zwei Beobachtungen unterstützt. (i) 
P2X7-Antagonisten wie oxidiertes ATP oder monoklonale Antikörper sind in der Lage, die 
Sezernierung der aktiven Form des Interleukin-1ß zu blockieren. 
(36,37)
 (ii) LPS-aktivierte 
peritoneale Maus-Makrophagen, deren P2X7-Rezeptor durch Gen-Knockout entfernt wurde, 
sind nicht mehr in der Lage, Interleukin-1β zu sezernieren.(38)  Neben ATP gehören 
zytolytische T-Zellen
(39)
, bakterielle Exotoxine
(40)
 und die K
+
-Ionophore Nigiricin
(41)
 zu den 
sekretorischen Stimuli, die die Prozessierung und rasche IL-1ß-Sezernierung stimulieren. 
ATP und Nigiricin bewirken einen raschen und kompletten Efflux des intrazellulären K
+
. 
Monozyten, die in einem Medium mit erhöhter K
+
-Konzentration mit ATP aktiviert werden, 
sind nicht in der Lage, ATP-induziert Interleukin-1ß zu prozessieren und freizusetzen.
(42)
 Die 
Beobachtung, dass LPS-aktivierte Makrophagen von P2X7-Knockout Mäusen  auf ATP-
Stimulation kein Interleukin-1ß sezezerniert wird, unterstreicht die Bedeutung des P2X7-
Rezeptors bei entzündlichen Erkrankungen.
(43)
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2 Aufgabenstellung 
 
Die c-terminale Endodomäne des hP2X7-Rezeptors spielt eine wesentliche Rolle bei der 
Vermittlung der ATP induzierten Zytolyse. Das haben frühere Arbeiten eindeutig aufgezeigt. 
Dazu sollte zunächst ein Assay etabliert werden, der es ermöglichte P2X7-Rezeptor-cDNA-
transfizierte Zellen funktionell zu charakterisieren. 
Im nächsten Schritt sollte mithilfe gerichteter Mutagenese einzelne Aminosäuren oder Motive 
gegen Alanin ausgetauscht werden und mit dem entwickelten Assay funktionell untersucht 
werden. Aufgrund der ungewöhnlichen hohen Anzahl von Cysteinresten in der C-terminalen 
Endodomäne (Abbildung 1-2) sollte durch Aminosäureaustausch von einzelnen Cysteinresten 
deren Einfluss auf die Ausbildung der zytolytischen Pore untersucht werden. Zum anderen 
sollte ein Tyrosinmotiv als mögliches Traffickingmotiv funktionell charakterisiert werden. Die 
vorliegende Studie sollte der weiteren Charakterisierung der zytolytischen Eigenschaften des 
P2X7-Rezeptors dienen und einen genaueren Einblick in die Rolle C-terminalen Endodomäne 
geben. 
 
 
 
Material und Methoden 
  13  
3 Material und Methoden 
3.1 Material 
Im folgenden Kapitel werden alle für meine Arbeit benötigten Materialen aufgelistet. 
3.1.1 Allgemeine Chemikalien und Verbrauchsmaterialien 
 
Tabelle 3-1: Allgemeine Chemikalien und Verbrausmaterialien 
 Polyvenyldifluorid-Membran 
Agfa-Gevaert Entwickler, Fixierer 
Greiner Kunsstoffröhrchen 
Merck Allgemeine Chemikalien 
Sarsted Kulturschalen, Zellkulturflaschen, Reaktionsgefäße, 
Petrischalen, Kunststoffküvetten,  
Sigma-Aldrich ATP, BzATP 
Sigma-ARK Oligonukleotide 
BioRad 40% Acrylamid/ bis-Acrylamid 29:1 
 
3.1.2 Puffer und Lösungen 
Alle in Tabelle 3-2 beschriebenen Puffer und Lösungen wurden selbst hergestellt. 
 
Tabelle 3-2: Puffer und Lösungen 
10x Elektrodenpuffer für die SDS-
Gelelektrophorese 
 
250 mM Tris, 2,5 mM Glycin, 1% SDS 
10x Transferpuffer für Westernblot 250 mM Tris, 1,92 M; zum Gebrauch: 
100 ml 10x Transferpuffer, 200 ml  Methanol 
ad 1000 ml  
4x SDS-Gel-Puffer 1,5 M Tris/HCl pH 8,8, 0,4 % Li-SDS 
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50x TAE-Puffer 242 g Tris, 57,1 ml Eisessig, 100 ml 0,5 M 
EDTA pH8.0 ad 1000 ml Aqua dest., 
autoklavieren 
 
5x SDS-Probenpuffer 3,1 ml 1 mM Tris/Hal pH 6,8, 10% SDS, 
50% Glycerol, 0,5% Bromphenol blau ad 10 
ml 
 
DNA-Probenpuffer  
Mg
2+
 freies Versuchsmedium 147 mM NaCl, 0,2 mM CaCl2, 10,0 mM 
HEPES, 12 mM Glukose, 2,0 mM KCl, pH 
7,4 bei 37°C 
 
Peroxidase-ECL-Lösung 2 ml 1 M Tris-HCl pH 8,5, 200µl 2,5 mM 
Luminol, 88µl 400 µM Cumarinsäure ad 20 
ml TBST + 12,5 µl 30% H2O2 
 
Lyselösung 50 µl PMSF (17,5 mg/ml), 6,25 µl DTT (80 
mM), 3 µl Aprotinin (2,5 mg/ml), 6 µl 
Leupeptin (10 mg/ml) ad 5 ml 20 mM Tris-
Puffer pH 7,4 
TBST 10 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,5% Tween 20 
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3.1.3 Enzyme 
Tabelle 3-3: Enzyme 
New England Biolabs (Frankfurt a.M.) Restriktionsenzyme, T4-DNA-Polymerase, 
T4-DNA-Ligase, dNTPs, Endoglykosidase H 
(EndoH), Peptid-N-Glykosidase F (PNGase-
F),  
 
3.1.4 Antikörper 
Tabelle 3-4: Antikörper 
Amersham  Anti-rabbit-IgG Antikörper Peroxidase-
konjugiert 
 
3.1.5 Kits 
Tabelle 3-5: Kits 
Sigma  GenElute Plasmid Mini-Prep Kit 
Qiagen QiaQuick Nucleotid Removal Kit 
Uptima interchim BC Assay Protein Quantitation Kit 
Genomed Jetsorb 
Stratagene QuickChange™ Site-Directed Mutagenesis Kit 
 
3.1.6 Bakterienstämme und Medien 
 
Tabelle 3-6: E. coli Stämme 
Life Technologies, Karlsruhe E.coli DH5α 
 Top 10 
Stratagene XL1-Blue 
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Tabelle 3-7: Medien 
LB-Medium 10 g/l Pepton, 5 g/l Hefeextrakt, 10 g/l NaCl, 
15 g/l Agar für LB-Platten 
LBamp-Medium LB-Medium mit 50 µg/ml Ampicillin 
 
3.1.7 Zellen und Medien für die Zellkultur 
Verwendet wurden COS-7-Zellen (American Type Culture Collection, Rockville, MD, USA, 
Kat. Nr. CRL-1651) bis zur 16. Zellpassage 
Tabelle 3-8: Zellkulturmedien 
DMEM-High Glucose mit 10% FCS PAA-Laboratories, Linz, Österreich 
 
PBS für Zellkultur 40g NaCl, 1g KCl, 8,99 g Na2HPO4 x 2 H2O, 
1,2 g KH2PO4  ad 5 l, autoklavieren 
 
3.1.8 Oligonukleotide 
Die Oligonukleotide wurden mithilfe des Programms VectorNTI™ (Invitrogen, Karlsruhe) 
geplant.  
Tabelle 3-9: Oligonukleotide zur Klonierung der untersuchten Mutationen 
intendierte Mutation Sequenz 5’  3’ 
YVSF
400-403
AAAA-
hP2X7 
GAGCCAAAGCCGACATTAAAGGCTGCAGCCGCTGTGGATGAATC
CCACATTAGG (Pst I) 
C
362
A-hP2X7 CACTTACTCCAGTAACTGCGCTCGCTCCCATATTTATCC 
hP2X7 
1-583 
CGGAAAGAGTTTCCGAAGTGAGAAGTGTACAACAGTGGCT
TCAAGAGTCC (BsrGI) 
 
 
Die angegebenen Restriktionsschnittstellen dienten der vereinfachten Identifizierung positiver 
Klone. 
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3.1.9 Geräte 
 
Tabelle 3-10: Verwendete Geräte in alphabetischer Reihenfolge der Hersteller 
Eppendorf, Hamburg Mastercycler
©
 Personal, Pipetten, Thermomixer comfort 
Heraeus, Langenselbold Biofuge Pico, Brutschrank, Zellkulturbank 
Phase, Lübeck Semi Dry Blotter PEGASUS 
Zeiss, Oberkochen Mikroskop Axiovert 200M, Cell Observer 
 
3.2 Methoden 
3.2.1 Enzym-katalysierte Modifizierungen von DNA 
3.2.1.1 PCR (Polymerase Chain Reaction) 
Die PCR wird angewendet, um spezifische DNA-Fragmente zu amplifizieren oder wie unter 
Kapitel 3.2.1.2 beschrieben zu mutieren. Die Reaktionsbedingungen sind dabei abhängig von 
dem verwendeten Primer und der Größe des geplanten Fragments. Die Tabellen 3-11 und 3-
12 zeigen den PCR-Reaktionsansatz und ein allgemeines PCR-Reaktionsschema. 
 
Tabelle 3-11: PCR-Reaktionsansatz 
jeweils 125ng DNA  Primer 
50 – 100 ng Plasmid-DNA 
 100 µM dNTPs 
5µl 10x PCR-Puffer (Stratagene, Heidelberg) 
1 unit PfuTurbo
©
-Polymerase (Stratagene, Heidelberg) 
ad 50 µl mit aqua dest.  
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Tabelle 3-12: Allgemeines PCR-Reaktionsschema für QuickChange-Mutagenese 
Zyklen Zeit Temperatur PCR-Schritt 
1x 5 min 95°C Initiale Denaturierung 
12-18x (Abhängig 
von der Anzahl der 
Mutationen) 
1 min 
1 min 
2 min 
94°C 
Ta 
72°C 
Denaturierung 
Primer-Anlagerung 
Primer-Verlängerung 
1x 2 min pro kb 72°C Finale Verlängerung 
Ta = Annealing-Temperatur entsprechend eingesetztem Primer 
3.2.1.2 Gerichtete Mutagenese  
 
Die gerichtete Mutagenese ermöglichte Aminosäure-Codons  in Vektoren zu verändern, zu 
deletieren oder einzufügen. Alle untersuchten Konstrukte wurden mit dem QuickChange™ 
Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene, Heidelberg) erstellt.  
Bei der gerichteten Mutagenese dient doppelsträngige DNA des Ausgangsklons als Matrize. 
Durch Erhitzten wird zunächst die doppelsträngige Eltern-DNA in zirkuläre Einzelstränge 
überführt. Zwei zueinander komplementäre PCR-Primer, die die gewünschte Mutation 
enthalten, werden  durch Pfu-Turbo-Polymerase in den neu synthetisierten DNA Strang 
eingebaut. Am Ende der PCR-Reaktion entsteht ein Überschuss an mutierten DNA-Kopien. 
Durch anschließende DpnI-Restriktion wird die methylierte Ausgangs-DNA-Matrize 
gespalten. Zur Amplifikation werden die genickten DNA-Plasmide in Bakterien des E.coli 
Stammes XL1-Blue (Stratagene, Heidelberg) transformiert. 
3.2.2 Charakterisierung von Plasmid-DNA mittels Restriktionsendonucleasen 
 
Zur Kontrolle einer erfolgreichen Klonierung wurde bei der Planung der Oligonukleotide 
darauf geachtet, möglichst eine neue Restriktionsschnittstelle mit einzumutieren. Das nach 
Restriktion auftretene typische Fragmentmuster zeigte die erfolgreiche Klonierung an. 
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Abbildung 3-1 zeigt die Vektorkarte des von mir für die weitere Klonierung verwendeten wt-
hP2X7-Plasmids und die entsprechenden Restriktionsstellen der von mir verwendeten 
Restriktionsendonucleasen Pst I und BsrGI. Das zur Planung eingesetzte Computerprogramm 
VectorNTI™ (Invitrogen, Karlsruhe) ist in der Lage, die entstehenden Fragmentgrößen zu 
berechnen und auf einem virtuellen Agarosegel darzustellen. 
Zur Restriktionsanalyse wurde die Plasmid-DNA mit dem entsprechenden Restriktionsenzym 
verdaut. Für einen Restriktionsverdau wurden ca. 1 µg DNA mit 1 unit Restriktionsenzym mit 
maximal 5% Glycerol im Ansatz und 1/10 (v/v) Restriktionspuffer versetzt und auf 20 µl mit 
Aqua dest. aufgefüllt. Je nach verwendetem Enzym wurde zusätzlich nach Herstellerangabe 
1/10 (v/v) BSA dem Verdauansatz hinzugefügt. Der Ansatz  wurde 1 h bei 37°C inkubiert und 
danach Gel-elektrophoretisch analysiert. 
 
 
 
Abbildung 3-1: Vektorkarte vom hP2X7 Wildtyp im pcDNA 3.1-Vektor 
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Abbildung 3-2: Virtuelle Agarose-Gelelektrophorese 
Die Abbildung zeigt ein mit dem Computerprogramm VectorNTI™ 
(Invitrogen, Karlsruhe) erstelltes Fragmentmuster nach virtueller 
Agarose-Gelelektrophorese. 
Reihe 1: Marker 
Reihe 2: wt-hP2X7 pcDNA3.1  PstI 
Reihe 3: YVSF 
400-403
AAAA hP2X7 pcDNA3.1  PstI 
Reihe 4: wt-hP2X7 pcDNA3.1  BsrGI 
Reihe 5: hP2X7 
1-583
 pcDNA3.1  BsrGI 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.2.3 Präparation von Vektor-DNA 
3.2.3.1 Transformation von E.coli 
 
Die verwendeten E.coli Stämme wurden durch Hitzeschock mit den entsprechenden Vektoren 
transformiert. Dabei ist die Dauer des Hitzschockes abhängig von dem verwendeten E.coli 
Stamm. Modifizierte Vektoren aus dem Quick-Change-Mutagenesis-Kit (Stratagene, 
Heidelberg) wurden ausnahmslos in den E.coli-Stamm XL1-blue (Stratagene, Heidelberg) 
transformierte (45 s Hitzschock). Vektoren aus Ligationen und Amplifikationen wurden in die 
E.coli-Stämme Top 10 oder DH-5α transformiert (90 s Hitzeschock). 
 
 
 
 
 
1 2 3 4 5
1 
150 
200 
300 
400 
500 
700 
1K
2K
5K
10K
20K
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Tabelle 3-13: Reaktionsansatz zur Transformation von E.coli 
50 µl Zellaliquot auf Eis auftauen 
+1 µl Vektor-DNA 
45 s bzw. 90 s Hitzeschock bei 42°C 
+450 µl LB-Medium 
60 min bei 37°C im Schüttelinkubator inkubieren 
je 250 µl auf 2 LBamp-Agarplatten ausstreichen 
16 h bei 37°C inkubieren 
 
3.2.3.2 Isolierung von Plasmid-DNA 
 
Zur Isolierung von Plasmid-DNA wurde eine Kultur (2 ml LBamp-Medium) mit einer Kolonie 
angeimpft und 8-16 h bei 37°C im Schüttelinkubator inkubiert. Die Aufreinigung und 
Isolierung der Plamid-DNA erfolgte mit dem GeneElute Plasmid MiniPrep Kit (Sigma, 
München) nach dem Protokoll des Herstellers. 
 
3.2.3.3 Agarose-Gel-Elektrophorese von DNA 
 
Für die Auftrennung und Analyse von DNA-Fragmenten und Plsamid-DNA nach 
Minipräparation wurde die DNA-Probe mit 5x DNA-Probenpuffer  versetzt und mit Aqua 
dest. so aufgefüllt, dass eine einfache Endkonzentration des DNA-Probenpuffers erzielt 
wurde. Mit der so vorbereiteten Probe wurde ein 1%iges Agarosegel (TAE-Puffer mit 0,5 
µg/ml Ethidiumbromid) beladen. Als Größenstandard wurde ein Lambda 
DNA/EcoRI+HindIII Marker (Fermentas, St. Leon-Rot) eingesetzt. Die Elektrophorese 
erfolgte bei 80-100 V in 1x TAE-Puffer. Nach ausreichender Separation der beiden im DNA-
Material und Methoden 
  22  
Probenpuffer enthaltenen Farbstoffe wurden die DNA-Banden fluoreszenzoptisch (Phase 
GmbH, Lübeck) detektiert. 
3.2.4 Sequenzierung von Plasmid-DNA 
 
Zur  Kontrolle des Klonierungserfolges bei der Punkmutation C
362
A hP2X7 –pcDNA3.1 habe 
ich die Plasmid-DNA nach der Methode von Sanger sequenziert. Diese Methode basiert auf 
2’,3’-Didesoxynucleotidtriphosphaten (ddNTPs), die in der PCR zum Abbruch der DNA-
Kettenverlängerung führen. Sie können keine Phosphodiesterbrücken mit dem nachfolgenden 
Desoxynucleotidtriphosphat ausbilden. Die bei dieser Reaktion synthetisierten DNA-Stränge 
sind bezüglich ihrer Länge sehr unterschiedlich, enden jedoch alle mit dem gleichen ddNTP. 
Die für meine Arbeit verwendete Methode zur Sequenzierung (ABI PRISM
TM
 Big Dye 
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit, PE Biosystems, Weiterstadt) basiert auf 
einer Markierung der vier verschiedenen ddNTPs mit Fluoreszenzfarbstoffen 
unterschiedlicher Emmissionswellenlänge. Das bietet den Vorteil, dass in nur einem 
Sequenzierungsansatz die Plasmid-DNA sequenziert werden können. Die DNA-Banden 
wurden nach Säulen-chromatografischer Auftrennung mittels eines Helium-Neon-Lasers 
bestrahlt und das emmitierte Licht mit einem Fotomultiplier detektiert. Das detektierte 
Fluoreszenzmuster wurde anschließend von einer speziellen Computersoftware in die 
Basensequenz umgerechnet. Im Anschluss wurde die geplante Sequenz mit der ermittelten 
Sequenz verglichen (Multiple Sequence Alignment by ClustalW(Eddy, 1995) oder Vector 
NTi
TM
). 
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3.2.5 Zellkultur 
 
Die Kultivierung der Zellen und die Transfektion mit den erstellten Transfektionsvektoren 
wurden dankenswerterweise von Frau Silvia Detro-Dassen (Institut für Pharmakologie und 
Toxikologie der RWTH Aachen) durchgeführt. 
3.2.5.1 Kultur von COS-7-Zellen 
 
COS-7-Zellen (American Type Culture Collection, Rockville, MD, USA, Kat. Nr. CRL-1651) 
wurden in DMEM-High Glucose (PAA-Labratories, Linz, Österreich) mit 10% FCS (PAA-
Labratories, Linz, Österreich) bei 37°C und 5% CO2 auf Glas-Coverslips kultiviert. Das 
Medium wurde alle 2-3 Tage gewechselt. Die COS-7-Zellen wurden bis zur 16. Zellpassage 
für Versuche eingesetzt. 
3.2.5.2 Transiente Transfektion 
 
Sämtliche funktionell zu charakterisierenden hP2X7-Rezeptor-Mutanten wurden, in den 
DNA-Transfektionsvektor (pcDNA3.1+) einkloniert, mit Hilfe des FuGene-6
©
-Systems 
(Roche GmbH, Mannheim) nach Anleitung des Herstellers in die verwendeten COS-7-Zellen 
transfiziert. 
3.2.6 Proteinchemische Methoden 
3.2.6.1 Gewinnung von Gesamtmembranpellets 
 
Um eine Proteolyse durch endogene Proteasen zu verhindern, wurden alle Arbeiten zur 
Herstellung von Gesamtmembranpellets zügig auf Eis durchgeführt. Als Zellen kamen wie 
unter Kapitel 2.5 beschriebene kultivierte und transfizierte COS-7-Zellen zum Einsatz. 
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Zunächst wurde die Nährlösung verworfen und die Zellen anschließend mit jeweils 1 ml 4°C 
kaltem PBS gespült. Nach Zugabe von 500 µl Lyselösung wurden die Zellen geerntet, in 
einen 2ml Potter-S-Homogenisator mit Teflonpistill überführt und zum mechanischen 
Aufschluss der Zellmembran mit 15-20 Hüben homogenisiert Im Anschluss wurde das 
Zelllysat bei 4°C 70 min mit 60.000 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und 
das Pellet mit 150 µl Tris-Puffer mit  pH 7,4 resuspendiert und anschließend im 2 ml Potter 
homogenisiert. Vor der weiteren Untersuchung  wurde das Homogenisat bei -80°C 
aufbewahrt. 
3.2.6.2 Bestimmung der Gesamtproteinmenge 
 
Die Proteinkonzentration der in Kapitel 2.6.1 beschriebenen Proben wurde mit einem 
Absorptionsmessverfahren bestimmt. Zum Einsatz kam ein Kit der Fa. Uptima interchim, 
Montluçon Cedex, Frankreich. Das Verfahren beruht auf dem Prinzip, dass Kupferionen mit 
Proteinen einen farbigen Komplex bilden. Die Farbintensität ist proportional der 
Proteinkonzentration. Die Extinktion  wurde mit einem Elisareader (Biotek, Bad 
Friedrichshall) gemessen. Die Extinktion ist nach dem Lambert-Beerschen Gesetz: E= e*c*d 
proportional der Konzentration der absorbierenden Substanz. 
Die Konzentration wurde auf einer BSA-Standardkurve (1 µg – 10 µg) bestimmt.  
3.2.6.3 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE) nach Laemmli 
 
Die Auftrennung der gewonnenen Proteinproben erfolgte mit Hilfe der SDS-PAGE.
(44)
 Durch 
Anlagerung von SDS-Molekülen an Proteine werden Tertiär- und Quartärstrukturen zerstört 
und Ladungsunterschiede neutralisiert. Daher ist es möglich die Proteine nach ihrem 
Molekulargewicht gelelektrophoretisch aufzutrennen. 
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3.2.6.4 Probenvorbereitung: 
 
Je 20 µg Gesamtprotein wurde so mit 5x SDS-Probenpuffer, dem 15 mg/100µl Dithiothreitol 
(DTT) hinzugefügt wurde, versetzt, dass der SDS-Probenpuffer in der Probe einfach 
konzentriert war. Nötigenfalls wurde mit Aqua dest. ergänzt. Alle Arbeiten wurden auf Eis 
ausgeführt. Die Proteinprobe wurde anschließend 10 min bei 56°C denaturiert.  
3.2.6.5 Proteindeglykosilierung 
 
Die Deglykosylierung erfolgte mit den Enzymen EndoH und PNGase F (New England 
Biolabs, Frankfurt a.M.). Zu 10 µl der denaturierten Proteinproben wurden 2 µl einer 
Enzymdilution hinzugefügt. Die Enzymverdünnung enthielt 1/10 (v/v) Enzym und 9/10 (v/v) 
1xPuffer. PNGase F benötigt NP40 (NEB, Frankfurt a.M.), da die PNGase F in SDS-haltigem 
Puffer nur aktiv bleibt, wenn der Probe das nicht-ionische Detergens NP40 zugefügt wird. Für 
die EndoH-Enzymdilution wurde 1x SDS-Probenpuffer mit DTT (20mg/ml) verwendet.  
Die vorbereiteten Proben wurden für 3-4h bei 37°C inkubiert. Nach Inkubation wurden dem 
EndoH-Ansatz 1,8 µl NP40-Puffer hinzugefügt. Diese Maßnahme sollte die gleiche 
Probenzusammensetzung sicherstellen, da NP40 das Laufverhalten von Proteinen bei der 
SDS-PAGE beeinflussen kann. 
 
3.2.6.6 Durchführung der SDS-PAGE 
 
Zu Beginn wurden die Glasplatten der Gießkammer gründlich mit Rotisol (95 % Ethanol und 
5 % Aceton) gereinigt und die Kammer mit Spacer und Dichtung zusammen gebaut. Der 
Kamm für die Geltaschen wurde eingesteckt und die Kammgrenze markiert. Anschließend 
wurde der Kamm entfernt und das Trenngel bis 1 cm unterhalb der Kammgrenze eingefüllt 
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und mit Aqua dest. überschichtet. Das Trenngel polymerisierte für 1,5 h bei Raumtemperatur. 
Das Wasser wurde im Anschluss entfernt und die Gelkante mit Whatmann-Papier getrocknet. 
Nach Gießen des Sammelgels wurde der Kamm eingesteckt und das Gel für weitere 1,5 h bei 
Raumtemperatur zur Polymerisation stehen gelassen. Nach Polymerisation des Gels wurden 
die Dichtungen und der Kamm entfernt und das Gel in die Elektrodenkammer eingespannt. 
Die Elektrodenkammer wurde mit 1x Elektrodenpuffer befüllt und die Geltaschen ausgespült, 
um evtl. Gelreste aus den Taschen zu spülen. Mit den zuvor vorbereiteten Proben wurde das 
Gel beladen und die Elektrophorese gestartet. Die Proben wurden bis Erreichen des Trenngels 
bei 80 V laufen gelassen, danach wurde die Spannung auf 120 V erhöht. 
Tabelle 3-14: Trenngel 8% (0,5 mm Spacer) 
bidest H2O 2,48 ml 
4xPuffer (1,5M Tris/HCl pH 8,8) 1,12 ml 
5 % SDS 90 µl 
40% AA/ bis-AA 29:1, BioRad 0,9 ml 
Durchmischen und 10 min entgasen  
TEMED 100% 2,3 µl 
APS 10%  23 µl 
 
 
Tabelle 3-15: Sammelgel 4% (0,5mm Spacer) 
bidest H2O 1,59 ml 
4xPuffer (0,5M Tris/HCl pH 6,8) 0,63 ml 
5 % SDS 50 µl 
40% AA/ bis-AA 29:1, BioRad 0,25 ml 
Durchmischen und 10 min entgasen  
TEMED 100% 3 µl 
APS 10%  15 µl 
 
Material und Methoden 
  27  
3.2.6.7 Westernblot 
  
Der Westernblot bietet die Möglichkeit, auf einem SDS-PAGE-Gel nach Ladung und Masse 
aufgetrennte Proteine auf eine Trägermatrix, hier Polyvinylidenfluorid-Membran (PVDF),  zu 
übertragen und einer Inkubation mit verschiedenen Antikörpern zuzuführen.  
Zunächst wurden die PVDF-Membran und 4 Whatmanpaiere auf die Gelgröße passend 
zugeschnitten. Die PVDF-Membran musste in Methanol vorgenässt und anschließend in 
Transferpuffer gewaschen werden. Die Whatmanpapiere wurden in Transferpuffer 
vorgenässt. Zwei der vorgenässten Whatmanpapiere wurden zu unterst auf die Kathode der 
Transferkammer gelegt. Das Gel wurde auf die beiden Whatmanpapiere gelegt und mit der 
PVDF-Membran blasenfrei abgedeckt. Zwei weitere Whamtmanpapiere bildeten den 
Abschluss des Westernblot-Sandwiches. Die Transferkammer wurde mit der Grafit-Anode 
verschlossen. Nach Zusammenbau der Transferkammer wurde für 1 h mit 200 mA geblottet. 
Um eine Überwärmung des Westernblot-Sandwiches zu verhindern wurde die Spannung auf 
30 Volt begrenzt. In der Regel war der elektrische Widerstand jedoch niedriger, sodass 30 
Volt nicht erreicht wurden. Die PVDF-Membran wurde im Anschluss über Nacht (8-12h) bei 
4°C in einer TBST + 3% BSA Lösung inkubiert. Das Rinder-Serum-Albumin der Lösung 
bindet an die nicht- selektiv mit Proteinen interagierenden Stellen der Membran und blockt so 
mögliche Interaktionen eines Antikörpers mit der Membran selbst. 
3.2.6.8 Detektion des hP2X7-Rezeptorproteins mit Hilfe eines Antikörpers in 
Verbindung mit einem ECL-Systems 
 
Zur Detektion des hP2X7-Rezeptorproteins wurde die geblockte PVDF-Membran 2 h bei 
Raumtemperatur in einer Antikörperlösung (TBST + 3% BSA + primärer Antikörper) 
inkubiert (Konzentrationen sind in den Legenden der entsprechenden Abbildungen angeben). 
Die Reste der primären Antikörperlösung auf der PVDF-Membran wurden 20 Minute lang 
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mit TBST auf einem Taumelschüttler abgewaschen. Die TBST-Lösung wurde mehrmals 
gewechselt. Im Anschluss erfolgte die Inkubation mit dem sekundären Peroxidase-
konjugierten Antikörper für 1 h bei Raumtemperatur. Der sekundäre Antikörper wurde in 
einer Lösung aus TBST mit 3-5% Magermilchpulver gelöst. Danach erfolgte ein weiterer, wie 
zuvor beschriebener Waschschritt. 
In der Dunkelkammer wurde die PVDF-Membran für 1 min in frisch angesetzter Peroxidase-
ECL-Lösung inkubiert. Nach anschließender Überführung in eine Filmkassette wurde ein 
Röntgenfilm (Kodak, Stuttgart) belichtet. Die Belichtungszeiten lagen zwischen 10 s und 5 
min. Das ECL-Signal war für ca. 10 min stabil. Die belichteten Filme wurden mit einer 
Entwicklungsmaschine entwickelt. 
 
3.2.7 Protokoll zur fluoreszenzmikroskopischen Messung von P2X7-Rezeptor-
vermittelten zytolytischen Porenbildung 
 
Die transfizierten COS-7-Zellen wurden am 3.Tag nach Transfektion der entsprechenden 
hP2X7-Rezeptor-Mutanten mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskopes (Zeiss, Oberkochen) 
funktionell untersucht. 
Das Kulturmedium wurde durch 1 ml Mg
2+
-freies Versuchsmedium ersetzt. Zur 
enzymatischen Spaltung von freiem ATP wurde dem Versuchmedium 1 unit Apyrase 
zugesetzt; anschließende wurde dieser Ansatz für 5 min im Begasungsbrutschrank inkubiert. 
Danach erfolgte ein Umsetzen der auf Coverslips gewachsenen COS-7-Zellen in eine mit 500 
µl Versuchsmedium gefüllte Petrischale. Diese wurde in den Heiztisch des Mikroskops 
eingesetzt und eine Stelle mit solitär angeordneten, transfizierten Zellen fokussiert. Als 
Transfektionskontrolle diente die Kotransfektion eines EGFP-Vektors. Das EGFP wurde mit 
einem 546 nm Anregungsfilter und 580 nm Sperrfilter fluoreszenzoptisch dargestellt. Die 
digitale Aufnahme (Axiocam; Zeiss, Oberkochen) der Bilder wurde sofort nach der Zugabe 
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der verwendeten P2X7-Agonisten (ATP, BzATP) gestartet. Die weitere Verarbeitung der 
Bilder erfolgte mit der Zeiss-Axiovision-Software (Zeiss, Oberkochen). 
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4 Ergebnisse 
4.1 Etablierung eines Protokolls zum Nachweis der hP2X7-Rezeptor-
vermittelten Ausbildung einer zytolytischen Pore 
4.1.1 Untersuchung am Wildtyp des humanen P2X7 - Rezeptors 
 
Die Untersuchungen des Wildtyp-hP2X7-Rezeptors dienten zur Erarbeitung und Kontrolle des 
Versuchsprotokolles. Es wurden die unter Material und Methoden beschriebenen 
Kulturlösungen und ATP bzw. BzATP-Konzentrationen untersucht. Nach BzATP-Bindung an 
die ATP-Bindungstelle des hP2X7-Rezeptors öffnet sich zunächst der Ionenkanal des 
Rezeptors. Erst nach länger anhaltender ATP-Stimulierung bildet sich eine zytolytische Pore 
und Membranblasen aus. 
 Der Wildtyp des humanen P2X7-Rezeptors wurde in COS-7-Zellen exprimiert. Die 
COS-7-Zellen wurden phasenkontrastmikroskopisch untersucht. Zur Transfektionskontrolle 
und zur besseren Darstellung der Zytosol-gefüllten Membranblebbs wurde ein EGFP-
kodierendes Plasmid kotransfiziert und fluoreszenzmikroskopisch dargestellt. Die 
Untersuchung wurde sowohl mit ATP als auch BzATP in Mg
2+
-freier Kulturlösung 
durchgeführt.  Abbildung 4-1 zeigt COS-7-Zellen, deren exprimierte hP2X7-Rezeptoren mit 
100 µM BzATP aktiviert wurden. Erstmalig traten nach 60 s Veränderungen an der 
Zellmembran als Zeichen der beginnenden Zytolyse auf. Nach 10 min sind die 
Membranblasen vollständig ausgebildet. Der Prozess schreitet bis zur Nekrose der Zelle fort. 
Unter Aktivierung mit ATP traten erste Veränderungen an der Zellmembran erst nach 160 s 
auf, so dass der gesamte Prozess auch länger andauerte (Abbildung 4-2). Vollständig sind die 
Membranblasen erst nach 20 min ausgebildet. Dies zeigt, dass BzATP im Gegensatz zu ATP 
eine größere Potenz zur Aktivierung des hP2X7-Rezeptors hat. 
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Abbildung 4-1: Reaktion von P2X7-Rezeptor-exprimierenden COS-7-Zellen auf BzATP 
COS-7-Zellen wurden mit dem Wildtyp-hP2X7-pcDNA3.1-Vektor und EGFP-Vektor kotransfiziert. A: Zum 
Zeitpunkt t=0 s wurde 100 µM BzATP dem Kulturmedium hinzugefügt und die digitale Serienbildaufnahme 
gestartet. B: Nach einer Aktivierungsdauer von 60 s zeigen sich erste Veränderungen an der Zelloberfläche. C: 
Nach 600 s sind ausgeprägte Membranblebbs im Phasenkontrastbild, die sich im Fluorezenzbild EGFP gefüllt 
darstellen, zu erkennen (siehe Pfeile). Aufnahme mit 400-facher Vergrößerung 
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Abbildung 4-2: Reaktion von P2X7-Rezeptor-exprimierenden Zellen auf ATP 
COS-7-Zellen wurden mit dem Wildtyp-hP2X7-pcDNA3.1-Vektor und EGFP-Vektor kotransfiziert. A: Zum 
Zeitpunkt t=0 s wurde 1 mM ATP zum Kulturmedium hinzugefügt und die digitale Serienbildaufnahme 
gestartet. B: Nach 160 s zeigen sich erste Membranveränderungen. C: Nach 1200 s sind deutliche 
Membranblasen zu erkennen. Der Fluoreszenzverlust von B nach C ist auf Photobleaching zurückzuführen, das 
umso stärker ausgeprägt war, je länger das Experiment dauerte. (Aufnahme mit 400-facher Vergrößerung) 
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4.1.2 Untersuchung der Auswirkungen des Green-Fluorescence-Proteins auf die 
hP2X7-Rezeptor vermittelten Zytolyse 
 
Das Enhanced Green Fluorescen -Protein (EGFP) ist ein 238 Aminosäuren großes Protein, 
welches die Eigenschaft besitzt unter UV-Licht grün zu fluoreszieren. Es besitzt keine 
Signalsequenz für die Einschleusung in das Endoplasmatische Retikulum und liegt daher nach 
Exprimierung zytosolisch gelöst vor. EGFP diente bei den Versuchen als 
Transfektionskontrolle unter der Annahme, dass die transfizierten COS-7-Zellen stets beide 
Plasmide aufnehmen.  Um einen Einfluss von EGFP auf die durch hP2X7-Rezeptormutanten-
vermittelte zytolytische Porenbildung auszuschließen, wurden COS-7-Zellen nur mit dem  
EGFP-Vektor transfiziert und nach dem gleichen Versuchsprotokoll untersucht. Abbildung 4-
3 zeigt, dass ATP in EGFP-exprimierenden COS-7-Zellen keine Membranblasen mit 
nachfolgendem Zelltod auslöst.  Desweiteren macht dieser Versuch wahrscheinlich, dass die 
verwendeten COS-7-Zellen keinen endogenen P2X7-Rezeptor exprimieren. 
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Abbildung 4-3: Reaktion EGFP-exprimierender COS-7-Zellen auf ATP 
COS-7-Zellen wurden mit dem EGFP-Vektor transfiziert und nach dem im Kapitel 3.2.7 beschriebenen 
Versuchsprotokoll untersucht. A: Zum Zeitpunkt t= 0 s wurde dem Kulturmedium 1 mM ATP hinzugefügt und 
die digitale Serienbildaufnahme gestartet. Selbst nach 10 min (B) bzw. 20 min (C) sind keine Membranblasen zu 
erkennen. (400-fache Vergrößerung) 
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4.1.3 Untersuchung der zytolytischen Porenbildung an RAW 263.7 Makrophagen, die 
durch einen endogenen P2X7 –Rezeptor vermittelt wird. 
 
RAW 263.7 Makrophagen exprimieren einen endogenen P2X7-Rezeptor, der nach  
Aktivierung durch ATP oder BzATP den Tod der Zellen induziert. Zum Nachweis der 
Zytolyse wurde Ethidiumbromid in einer Konzentration von 10 µM eingesetzt. 
Ethidiumbromid kann die intakte Zellmembran nicht passieren. Durch die Aktivierung des 
endogenen P2X7-Rezeptors wird die Membran permeabel für Ethidiumbromid und andere 
DNA-Fluoreszenzfarbstoffe. Ethidiumbromid gelangt über die Kernporen in den Zellkern und 
interkaliert mit den DNA-Doppelsträngen. Die lokale Anreicherung kann 
fluoreszenzmikroskopisch bei einer Wellenlänge von 540 nm dargestellt werden. 
 Die Abbildung 4-4 zeigt, dass die Makrophagen durch die Aktivierung mit BzATP 
anschwellen und Membranblasen ausbilden. Zeitgleich diffundiert Ethidiumbromid in die 
Zelle und interkaliert mit der im Zellekern enthaltenen DNA.  
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Abbildung 4-4: Reaktion von RAW 263.7 Makrophagen, die einen endogenen P2X7-Rezeptor exprimieren, 
auf  BzATP:  
A: Die Makrophagen wurden zum Zeitpunkt t= 0 s mit 100 µM BzATP aktiviert. B: Die Zellen beginnen 
anzuschwellen. Ethidiumbromid diffundiert in die P2X7-Rezeptor-vermittelt permeabilisierten Makrophagen 
Insert: beginnende Ausbildung von Membranblasen (bei stärkerer Vergrößerung). C:Fortschreiten der Zytolyse 
mit maximaler Fluoreszenzfärbung der Makrophagen. Insert: voll ausgebildete Membranblase. (400 fache 
Vergrößerung) 
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4.1.4 Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung eines durch Mutation bekanterweise 
inaktiven P2X7-Rezeptors 
4.1.4.1 Glutamat-Alanin Polymorphismus an Position 496 
 
Der humane P2X7-Rezeptor zeigt einen Glutamat-Alanin-Polymorphismus an Position 
496.
(45)
. Bei heterozygoten Merkmalsträgern zeigt sich eine verminderte Aktivität der ATP-
induzierten Porenbildung an humanen B-Lymphozyten.
(45,46)
 Die Funktion des Rezeptors als 
Ionenkanal ist davon nicht beeinträchtigt.
(46)
 Zur Validierung des Versuchsprotokolls wurde 
diese Mutante funktionell untersucht. Die Ergebnisse in Abbildung 4-5 zeigen nach 
Aktivierung mit 1 mM ATP keine Membranblasen. Die nachlassende Fluoreszenzintensität 
des EGFPs ist durch Ausbleichen (Photobleaching) während des Experiments zu erklären. 
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Abbildung 4-5: Reaktion von E
496
A hP2X7-Rezeptor exprimierenden COS-7-Zellen auf ATP 
COS-7-Zellen wurden mit dem E
496
A-hP2X7-pcDNA3.1-Vektor und EGFP-Vektor kotransfiziert. A: Zum 
Zeitpunkt t=0 s wurde 1 mM ATP dem Kulturmedium hinzugefügt. Nach 10 min (B) , bzw. 20 min (C) 
Beobachtungszeit sind keine Membranblasen zu erkennen. (400 fache Vergrößerung) 
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4.2 Glycin-Arginin-Polymorphismus an Position 441 
 
Cora Büttner klonierte aus humanen B-Lymphozyten ein P2X7-cDNA, die einen bislang nicht 
publizierten Glycin-Arginin-Polymorphismus an Position 441 des P2X7-Rezeptors enthält. 
Elektrophysiologische Untersuchungen ergaben, dass dieser Polymorphismus keinen Einfluss 
auf die Eigenschaft des P2X7-Rezeptors als Ionenkanal hatte (pers. Mitteilung Prof. G. 
Schmalzing). 
 Durch funktionelle phasenkontrastmikroskopische Untersuchungen sollte der Einfluss 
des Polymorphismus auf die Funktion des humanen P2X7-Rezeptors als Induktor einer 
zytolytischen Pore ermittelt werden. 
 Die G
441
R-hP2X7-Rezeptor exprimierenden COS-7-Zellen wurden mit 100 µM 
BzATP aktiviert und die digitale Serienbildaufnahme wurde gestartet. Nach 20 min 
Beobachtungszeit zeigten sich ausgedehnte Membranblasen. Die Porenbildung wurde durch 
diese Mutation beeinflusst. und entsprach im Zeitverlauf und Ausprägung der Porenbildung 
des durch 1 mM ATP aktivierten Wildtypes. 
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Abbildung 4-6: Reaktion von G
441
R-hP2X7-Rezeptor-exprimierenden COS-7-Zellen auf BzATP 
COS-7-Zellen wurden mit dem G
441
R-hP2X7-pcDNA3.1-Vektor und EGFP-Vektor kotransfiziert. A: Zum 
Zeitpunkt t= 0 s wurde 100 µM BzATP dem Kulturmedium hinzugefügt und die Serienbildaufnahme gestartet. 
B: Nach 600 s Beobachtungszeit ist die beginnende Ausbildung von Membranblasen (siehe Pfeile) zu erkennen. 
C: Ausgedehnten Membranblasen. (400 fache Vergrößerung) 
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4.3 Charakterisierung der C
362
A-hP2X7 Rezeptor-Mutante  
 
Der C-Terminus des humanen P2X7-Rezeptors enthält eine auffallend große Anzahl von 
Cysteinresten. Im oxidierenden Milieu des Endoplasmatischen Retikulums sind die 
Cysteinreste der Ektodomäne über die Ausbildung von Disulfidbrücken maßgeblich an der 
dreidimensionalen Faltung des Rezeptors beteiligt. Die Funktion der großen Anzahl 
Cysteinreste im zytosolisch lokalisierten C-Terminus ist jedoch noch unbekannt. Über 
Austausch der Cysteinreste durch Alanin sollte die funktionelle Bedeutung der Cysteinreste 
für die P2X7-vermittelte Porenbildung charakterisiert werden. 
 Mittels gerichteter Mutagenese wurde der Cysteinrest an Position 362 im C-Terminus 
des hP2X7-Rezeptors durch einen Alaninrest ausgetauscht. Die Mutante wurde in COS-7-
Zellen exprimiert und in ihrer Eigenschaft eine Zytolyse zu bewirken untersucht. Erster 
Nachweis der beginnenden Zytolyse mit Austritt von Zellplasma in Membranblasen war 1320 
s nach Zugabe von 100 µM BzATP zu erkennen, d.h. deutlich langsamer als beim Wildtyp-
hP2X7-Rezeptor, der schon nach ca. 60 s das erste Auftreten von Membranblasen vermittelt. 
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Abbildung 4-7: Reaktion von C
362
A-hP2X7-Rezeptor-exprimierenden COS-7-Zellen auf BzATP 
A: Dem Zellmedium wurde zum Zeitpunkt t=0s 100 µM BzATP hinzugefügt und die Serienbildaufnahme 
gestartet. B: Nach 1305s sind erste Zeichen der Zytolyse zu erkennen: Verlust der Membranintegrität und 
Ausbildung von Membranblasen (siehe Pfeil) C: Nach 1800 s ist eine deutliche zytolytische Membranblase 
(siehe Pfeil) zu erkennen. 
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4.4 Charakterisierung des Tyrosinmotivs 
400
YVSF
403
 des hP2X7-Rezeptors 
 
Tyrosinmotive spielen für das Targeting eines Proteins und für die Aktivierung von 
Singnalkaskaden über Phosphorylierungen  eine Rolle. Die endoplasmatische C-terminalen 
Domäne des humanen P2X7-Rezeptors trägt 3 Tyrosinmotive nach dem Schema YXXǾ. 
(Abbildung 4.8)  Ǿ entspricht einer hydrophoben bzw. aromatischen Aminosäure wie  Valin 
(V), Leuzin (L), Isoleuzin (I), Methionin (M), Prolin (P), Phenyalanin (F), Tyrosin (Y) oder 
Tryptophan (W). X entspricht einer beliebigen Aminosäure. 
 
 
Abbildung 4-8: Tyrosinmotive in der C-terminalen Endodomäne des humanen P2X7-Rezeptors 
3 Tyrosinmotive nach dem Schema YXXǾ. Ǿ entspricht einer hydrophoben bzw. aromatischen Aminosäure wie  
Valin (V), Leuzin (L), Isoleuzin (I), Methionin (M), Prolin (P), Phenylalanin (F), Tyrosin (Y) oder Tryptophan 
(W). X entspricht einer beliebigen Aminosäure. 
 
400
YVSF
403
  hP2X7 
553
YATW
556
  hP2X7 
588
YSGF
591
 hP2X7 
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Hier wurde das Motiv YVSF an Stelle 400 durch Alaninreste mit Hilfe gerichteter 
Mutagenese ausgetauscht und die Bedeutung für die Porenvermitteltende Funktion des 
hP2X7-Rezeptors untersucht.  
 Nach 20 minütiger Aktivierung der Rezeptoren durch 100 µM BzATP waren keine 
Membranblasen bei den GFP exprimierenden Zellen zu erkennen. Der Austausch dieses 
Tyrosinmotivs gegen Alaninreste führt zu einem Verlust der porenbildenen 
Rezeptoreigenschaften. 
 
 
 
Abbildung 4-9:Reaktion von 
400
YVSF
403
AAAA hP2X7-Rezeptor-exprimierenden COS-7-Zellen auf BzATP 
A: Zum Zeitpunkt t= 0s wurde dem Kulturmedium 100 µM BzATP zur Aktivierung der 
400
YVSF
403
AAAA 
hP2X7-Rezeptoren hinzugefügt. B: Nach 1200 s sind keine Membranblasen zu erkennen. 
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4.5 Untersuchung einer um 12 Aminosäuren C-terminal trunkierten 
hP2X7-Rezeptor-Mutante 
 
Trunkierung von Proteinen sind eine Methode zur näheren Eingrenzung funktionell relevanter 
Proteindomänen. Wie in der Einleitung erörtert, führen Trunkierungen im Bereich der 
cytosolischen C-terminalen Domäne des P2X7-Rezeptors zu unterschiedlichen Auswirkungen 
auf die Funktionen des Rezeptors als Ionenkanal und Vermittler zytolytischer Poren. 
 Hier wurde eine um 12 Aminosäuren C-terminal trunkierte hP2X7-Rezeptor-Mutante 
hergestellt und die Auswirkung auf die Porenbildung untersucht. Zu Beginn der 
Beobachtungszeit wurde dem Kulturmedium, wie in den vorangegangen Versuchen, 100 µM 
BzATP hinzugefügt und die digitale Serienbildaufnahme gestartet. Nach 20 minütiger 
Beobachtungszeit waren keine Membranblasen zu erkennen. 
 Die Trunkierung der letzten 12 C-terminalen Aminosäuren führt zu einem Rezeptor, 
der nicht mehr in der Lage ist, die Ausbildung zytolytischer Poren zu vermitteln. 
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Abbildung 4-10: Reaktion von hP2X7
1-584
-Rezeptor-exprimierenden COS-7-Zellen 
A: Zum Zeitpunkt t= 0s wurde dem Kulturmedium 100 µM BzATP zur Aktivierung der hP2X7
1-584
-Rezeptoren 
hinzugefügt. B: Nach 1200 s waren keine Membranblasen zu erkennen. 
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4.6 Proteinchemische Darstellung der untersuchten hP2X7-Rezeptoren 
 
Parallel zu der funktionellen Charakterisierung der hP2X7-Rezeptormutanten wurden aus 
derselben Zellpassage mit den entsprechenden Mutanten transfizierte Zellen geerntet und 
proteinchemisch analysiert. Dazu wurde mit Hilfe von SDS ein Gesamtmembranlysat 
hergestellt und je 20 µg Protein mittels SDS-Gelelektrophorese nach Laemmli aufgetrennt. 
Anschließend wurden die aufgetrennten Proteine im Semidry-Verfahren auf eine PVDF-
Membran geblottet und die humanen P2X7-Rezeptor-Mutanten mittels 
Chemilumineszenzverfahren nachgewiesen. Der verwendetet polyklonale Antikörper 
detektiert die 16 C-terminalen Aminosäuren der hP2X7-Untereinheit und wurde vor Einsatz 
affinitätschromatographisch über Protein-Sepharose-A aufgereinigt. Die proteinchemische 
Darstellung der verschiedenen hP2X7-Rezeptor-Mutanten im Westernblot diente der 
Kontrolle der Exprimierung und der weiteren Charakterisierung des Rezeptors. 
 Abbildung 4-12 zeigt einen Westernblot der untersuchten Mutanten des humanen 
P2X7-Rezeptors. Als Positivkontrolle des verwendeten primären Antikörpers wurde bei allen 
Westernblots die gereinigte C-terminale Endodomäne der Ratten-P2X7-Untereinheit als GST-
Fusionsprotein aufgetragen. Das Paratop des Antikörpers weicht lediglich um 3 Aminosäuren 
von der Sequenz des Ratten P2X7-Rezeptors ab. (Abbildung 4-11) 
 
 
 
 
 
 
 
 
                       573          588 
      HumanP2X7  (573) CRWRIRKEFPKSEGQY 
P2X7-Antikörper    (1) CRWRIRKEFPKSEGQY 
        RatP2X7  (573) CRWKIRKEFPKTQGQY 
Abbildung 4-11: Aligment der C-terminalen Enden der rP2X7 und der hP2X7-Untereinheit 
mit der zur Antikörperproduktion eingesetzten Peptidsequenz 
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45 kDa >
66 kDa >
97 kDa >
220 kDa >
30 kDa >  
 
Abbildung 4-12: Westerblot der funktionell charakterisierten hP2X7-Rezeptoren:  
Je 20µg Protein aus einem Gesamtmembranlysat wurden mittels SDS-Gelelektrophorese nach Laemmli 
elektrophoretisch aufgetrennt und mittels Semidry-Verfahren auf eine PVDF Membran geblottet. Der primäre 
Antikörper gegen das C-terminale hP2X7-Epitop (-CRWRIRKEFPKSEGQY-) wurde in einer Verdünnung von 
1:2000, der sekundäre Antikörper (Anti-rabbit IgG POD) in einer Verdünnung von 1:5000 eingesetzt. Die 
erwartete Masse beträgt ca. 83 kDa Spur 1-5: Wildtyp hP2X7-Rezeptor, Spur 6-8: E
496
G Polymorphismus, nur 
schwache Bande bei der erwarteten Masse des hP2X7-Rezeptorproteins von 83 kDa Spur 9-10: G
441
R hP2X7-
Rezeptor, Spur 11-12: 
1-584 
hP2X7-Rezeptor, Spur 13-15: 
400
YVSF
403
AAAA hP2X7-Rezeptor, keine Bande bei 
der erwarteten Masse des hP2X7-Rezeptorproteins Spur 16-17: C
362
A hP2X7-Rezeptor, Spur 18: C-Terminus 
des rP2X7-Rezeptors als GST-Fusionsprotein zur Positivkontrolle des primären Antikörpers.  
 
Zur genaueren Charakterisierung wurden die Proteinproben außerdem mit Endoglykosidase H 
(EndoH) und der Peptid-N-Glykosidase F (PNGase F ) deglykosyliert. PNGase F spaltet alle 
N-glykosidisch gebundenen Zucker, Endo H spaltet nur mannosereiche Glykane vom 
Glykoprotein ab. Die Ektodomäne des  humanen-P2X7-Rezeptors enthält fünf mögliche 
Glykosylierungsmotive (N-X-S, N-X-T). Da 1 Glykan eine Masse von ca. 3 kDa hat,  ist mit 
einer Abnahme der Massen um ca. 15 kDa zu rechnen. Der native hP2X7-Rezeptor hat eine 
errechnete Masse von 68 kDa.  
 Abbildung 4-13 zeigt den Westernblot eines Deglykosylierungsexperimentes. In Spur 
1 und 4 ist jeweils das native Protein dargestellt. Durch die Deglykosylierung ergab sich eine 
Abnahme der Massen von ca. 18 kDa, die in den Spuren 2,3 und 5,6 deutlich zu sehen ist. 
wt E496G G441R 1-584 400YVSF403 C362A 
 
< hP2X7-Rezeptor 
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Abbildung 4-13: Westernblot verschiedener Mutanten nach Deglykosylierung: 
Je 20 µg Protein aus einem Gesamtmembranlysat wurden mittels SDS-Gelelektrophorese nach Laemmli 
elektrophoretisch aufgetrennt und mittels Semidry-Verfahren auf eine PVDF Membran geblottet. Der primäre 
Antikörper gegen das c-terminale hP2X7-Rezeptor-Epitop (-CRWRIRKEFPKSEGQY-) wurde in einer 
Verdünnung von 1:2000, der sekundäre Antikörper (Anti-rabbit POD) in einer Verdünnung von 1:5000 
eingesetzt. Spur 1-3: Wildtyp hP2X7-Rezeptor vor (1) und nach Deglykosylierung mit EndoH (2) und PNGase F 
(3) Spur 4-6: C
362
A hP2X7-Rezeptor vor (4) und nach Deglykosilierung mit EndoH (5) und PNGase F (6) Spur 
7: C-Terminus des rP2X7-Rezeptors als GST-Fusionsprotein zur Kontrolle des primären Antikörpers 
Das glykosylierte P2X7-Rezeptorprotein hat eine errechnete Masse von ca. 83 kDa, der native P2X7-Rezeptor 
eine errechnete Masse von ca. 68 kDa. Die durch den Westernblot ermittelte Masse beträgt 79,4 kDa für das 
glykosilierte Protein. Der Massenshift nach Deglykosylierung beträgt 17.78 kDa. 
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5 Diskussion 
 
Nachdem der P2Z-Rezeptor durch molekulare Klonierung als siebtes Mitglied der P2X- 
Rezeptorfamilie identifiziert worden war, gelang die außergewöhnliche Funktion des P2X7-
Rezeptors eine Pore zu bilden, die zu einem Apoptose-ähnlichen Zelltod führt, in den Fokus 
der Untersuchungen.
(6)
 Die langanhaltende Aktivierung mit den Agonisten ATP oder dem 
potenteren BzATP führt zur Ausbildung einer zytolytischen Membranpore, die permeabel für 
größere Kationen ist.  
 Dabei ist letztendlich nicht eindeutig geklärt, ob es durch Apoptose oder Onkose oder 
einer Kombination aus beiden zum Zelltod kommt. Das von mir bei der ATP-Stimulierung 
von COS7-Zellen, die humane wt-P2X7-Rezeptoren exprimieren, beobachtete Membran-
Blebbing in Verbindung mit einem Anschwellen der Zellen und Zellorganellen, ist ein 
typisches Merkmal der Onkose (Abbildung 5-1).
(47)
 Im Gegensatz dazu kommt es bei der 
Apoptose zur Schrumpfung der Zelle und Abkapselung von Zellorganellen in sogenannten 
apoptotischen Körperchen. Die Zellmembran der apoptotischen Zellen bleibt erhalten.
(48)
 
Durch Apoptose kommt es auch nicht zu einem Austritt von proinflammatorischen 
Substanzen und einer lokalen Entzündungsreaktion. Ob die Integrität der Zellmembran bei 
meinen Versuchen erhalten blieb oder es zum Austritt von Zytoplasma gekommen ist, ist 
nicht sicher zu sagen. Es kam nicht zur Abkapselung von apoptotischen Körperchen. Die 
ausgebildeten Membranblasen waren mit der Zelloberfläche verbunden und konfluierten 
teilweise zu größeren Blasen (Abbildung 5-2). Demgegenüber zeigen P2X7-Rezeptor-
exprimierende Mikroglia-Zellen von Mäusen (N13-Zellen) weitere Zeichen der Apoptose. 
Dazu gehört die Degradierung von nukleärer DNA in Fragmente von 50-300 kb Größe nach 
der Aktivierung durch ATP. Caspase-Inhibitoren wie Benzyloxycarbonyl-Val-Ala-
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Asp(OMe)-fluoro-methylketon (zVAD) verhindern die Degradierung der nukleären DNA, 
beeinflussen die Membranblasenbildung jedoch nicht. 
(47,49)
  
 Membranblasen treten physiologischerweise bei der Mitose und bei sich bewegenden 
Zellen auf.
(50)
 Im Unterschied zu den bei der Onkose sich ausbildenden Membranblasen sind 
sie in der Lage, sich über eine Aktin-Repolymerisation zurück zu bilden. 
(51)
 
 
 
 
Abbildung 5-1: Schematisch Darstellung der morphologischen und biochemischen Veränderungen 
während der Apoptose und Nekrose. 
Frühe Zeichen der Apoptose sind der  Verlust von intrazellulärem Wasser und Anstieg der zytosolischen 
Konzentration von ionisiertem Kalzium. Weitere typische Apoptosezeichen sind die Chromatin-Kondensation, 
Ausbildung von Apoptosekörperchen und Spaltung der nukleären DNA. Die Membranintegrität bleibt dabei 
lange erhalten. Im Gegensatz dazu kommt es bei der Onkose zu einem Anschwellen der gesamten Zelle, gefolgt 
von einer Zerreißung der Zellmembran, Ausbildung von Membranblasen und Austritt von Zytoplasma.
(47)
 Beide 
Wege führen zum Zelltod, wobei es bei der Onkose durch Austritt von proinflammatorischen Zytokinen zu einer 
Entzündung der benachbarten Zellen kommt. Durch die lange intakte Zellmembran und die rasche Phagozytose 
kommt es beim apoptotischen Zelltod nicht zu einer Entzündung der benachbarten Zellen. 
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A   B   C  
Abbildung 5-2: Konfluierte Membranblase 
Ausschnittsvergrößerung aus Abbildung 4-1 A: zunächst Ausbildung von mehreren Membranblasen, B: 
konfluierte Membranblase C: ausgeprägte, kappenartig auf der Zelle aufsitzende, konfluierte Membranblase. In 
den Membranblasen sind keine Zellorganellen erkennbar. 
 
 Der molekularbiologische Mechanismus der Membranblasenausbildung bei dem 
P2X7-Rezeptor-vermittelten Zelltod ist bis heute ungeklärt. H. Keller unterscheidet 2 
verschiedene Typen von Membranblasen. Typ 1-Membranblasen werden durch die 
Dissoziation der Plasmamembran von der kortikalen Aktin-Schicht gebildet. Im Gegensatz 
dazu werden Typ 2-Membranblasen durch eine lokale Auflösung der kortikalen Aktin-Schicht 
gebildet.
(51)
 Welcher Typ Membranblasen P2X7-Rezeptor-vermittelt gebildet wird, ist unklar 
und mit meinen Versuchen nicht zu beantworten. Eine Möglichkeit, einen näheren Einblick in 
den biochemischen Mechanismus der P2X7-Rezeptor-vermittelten Membranblasenbildung zu 
bekommen, könnte die Beurteilung der Aktin-Verteilung im Bereich der Membranblasen 
durch Koexpression von EGFP-markiertem Aktin und P2X7-Rezeptoren bieten.  
 Die P2X7-Rezeptoren scheinen über einen Rho-assoziierte-Kinase-I-abhängigen 
Signalweg (ROCK 1) Einfluss auf das Zytoskelett zu nehmen und somit die Ausbildung von 
Membranblasen zu induzieren.
(52,49)
 Der selektive ROCK 1–Inhibitor Y-27632 verhindert die 
ATP-stimulierte Ausbildung von Membranblasen bei P2X7-Rezeptor-exprimierenden HEK-
293 Zellen.
(49)
 In einem nicht dargestellten Versuch, bei dem ich dem Versuchsmedium 
10 µM Y-27632 hinzugefügt und dann die Auswirkung auf die Membranblasenbildung bei 
wt-hP2X7-Rezeptor-exprimierende COS-7 Zellen untersucht habe, zeigte sich kein Einfluss 
auf die P2X7-Rezeptor-vermittelte Porenbildung. Allerdings habe ich die wt-hP2X7-Rezeptor-
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exprimierende COS-7 Zellen nicht mit dem ROCK1-Inhibitor vorinkubiert, sodass es 
möglicherweise an der fehlenden Vorinkubation lag, dass ich keinen Effekt von Y-27632 auf 
die P2X7-Rezeptor-vermittelte Membranblasenbildung beobachten konnte.  
 Letztendlich bleibt unklar, ob es durch Apoptose-Induktion oder Onkose zum P2X7-
Rezeptor-vermittelten Zelltod kommt. Möglicherweise hängt der Weg, der zum Zelltod führt, 
von der Rezeptordichte an der Zelloberfläche ab. Bei einer hohen Rezeptordichte könnte es 
aufgrund des raschen Zusammenbruchs der intrazellulären Kaliumionenkonzentration und des 
Anstiegs des intrazellulären Kalziums zum Zelltod über den Weg der Onkose kommen. Eine 
geringere Rezeptordichte könnte über die Aktivierung von proapoptotischen Signalkaskaden 
zum Zelltod durch Apoptose führen. 
 
5.1 Funktionelle Untersuchung der zytolytischen Eigenschaften des 
humanen P2X7-Rezeptors 
 
Funktionelle Untersuchungen der zytolytischen Eigenschaften setzen an verschiedenen 
Stellen der Kaskade wie Porenbildung, Ausbildung von Membranblasen und Zelltod an. 
Quantitativ wird die Ausbildung der zytolytischen Membranpore mithilfe DNA-
interkalierender Fluoreszenzfarbstoffe wie Ethidiumbromid, YO-PRO1, Propidiumiodid und 
andere, über die Messung der in der Zelle auftretenden Fluoreszenzintensität erfasst. Eine 
andere Möglichkeit, die zytolytischen Eigenschaften des P2X7-Rezeptors zu beurteilen, ist die 
von mir eingesetzte phasenkontrastmikroskopische Beurteilung der nach Aktivierung mit 
ATP oder BzATP auftretenden zytolytischen Membranblasen. Dies bietet den Vorteil, dass 
die Reaktion der P2X7-Rezeptor exprimierenden Zellen auf die Aktivierung in Echtzeit „live“ 
beobachtet werden kann. Die Detektion der nach Aktivierung mit Agonisten nekrotischer 
Zellen mittels eines Zellvitalitätstestes stellt eine weitere Möglichkeit dar, die zytolytische 
Eigenschaft der P2X7-Rezeptoren zu charakterisieren.  
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 Für die zytolytische Funktion der P2X7-Rezeptoren ist die mit 195 Aminosäuren in der 
P2X-Familie ungewöhnlich lange C-terminale Endodomäne mitverantwortlich. Eine 
komplette Trunkierung der C-terminalen Endodomäne führt zum Verlust der zytolytischen 
Funktion des Rezeptors. Die Funktion als ligandengesteuerter Ionenkanal bleibt dadurch 
unverändert erhalten. 
(22)
 Die genaue Funktion der C-terminalen Endodömane des P2X7-
Rezeptors bei der Vermittlung der zytolytischen Membranpore und nachfolgendem Zelltod 
wird dabei noch nicht wirklich verstanden. Ebenso unbekannt ist die Struktur der gebildeten 
zytolytischen Membranpore.  
 Ziel dieser Arbeit war es, funktionale Aminosäuremotive des humanen P2X7-
Rezeptors zu identifizieren und zu charakterisieren, die die zytolytische Eigenschaft des 
Rezeptors beeinflussen könnten. Die untersuchten P2X7-Rezeptor-Mutanten wurden im COS-
7-Zellsystem transient exprimiert und die Membranblasenbildung als Zeichen der Zytolyse 
phasenkontrastmikroskopisch beurteilt. Die Ergebnisse der funktionellen Untersuchung von 
COS7-Zellen, die lediglich den EGFP-Vektor exprimieren, machen es wahrscheinlich, dass 
die verwendeten COS-7-Zellen keinen endogenen P2X7-Rezeptor exprimieren und somit die 
beobachteten Effekte nach ATP/ BzATP-Aktivierung durch die transfizierten P2X7-Rezeptor-
Mutanten hervorgerufen werden. (Abbildung 4-3). Die kotransfizierte EGFP-cDNA machte 
die Identifizierung erfolgreich transfizierter Zellen leichter. Weiter zeigte das zytosolisch 
lokalisierte EGFP, dass die zytolytischen Membranblasen mit Zytosol gefüllt sind.  
 Alle Isoformen der P2X-Familie sind zunächst ATP-getriggerte Ionenkanäle die 
permeabel für kleine anorganische Kationen sind. Die längere Aktivierung von P2X7-
Rezeptoren mit Agonisten wie ATP oder BzATP vermittelt eine Pore die für größere 
Kationen bis 900 Da permeabel ist. Charakteristisch für die P2X7-Rezeptoren ist eine geringe 
Affinität zu ATP. Die EC50-Konzentration beträgt für ATP ca. 500 µM und für das 
synthetische BzATP ca. 50 µM.
(6)
 Die zur Ausbildung der zytolytischen Pore benötigte ATP-
Konzentration ist dabei abhängig von der extrazellulären Konzentration divalenter Kationen. 
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Diese komplexieren das freie ATP
4-
. Freies ATP ist im Gegensatz zu den anderen Isoformen 
der P2X-Rezeptorfamilie, die durch Mg-ATP aktiviert werden, der eigentliche Ligand des 
P2X7-Rezeptors. Die Versuche wurden deshalb in Mg
2+
-freiem Medium mit einer geringen 
Ca
2+
-Konzentration durchgeführt. Zur Aktivierung wurde die doppelte EC50-Konzentration 
der Agonisten eingesetzt.  
 Bis es zur Ausbildung von zytolytischen Membranblasen kommt, ist eine über 
Minuten anhaltende Aktivierung mit den Agonisten erforderlich. Dabei gibt es Unterschiede 
zwischen Zellsystemen und der Spezies, aus der der P2X7-Rezeptor kloniert worden ist. Die 
Zeitspanne bis zum Auftreten von Membranveränderungen reicht von wenigen Sekunden bis 
zu 20 und mehr Minuten. 
(53,54)
 Im dem von mir verwendeten COS-7-Zellsystem lag die 
Aktivierungsdauer der humanen Wildtyp-P2X7-Rezeptoren bis zum Auftreten ausgeprägter 
zytolytischer Membranblasen bei 10 min für 100 µM BzATP und bei 20 min für 1 mM ATP. 
Dies zeigt, dass BzATP der potentere Agonist des humanen P2X7-Rezeptors ist. BAC1-Maus-
Makrophagen, die einen endogenen  P2X7-Rezeptor exprimieren, zeigen erstmalig nach 10 
minütiger Aktivierung mit 3 mM ATP Veränderungen an der Zellmembranoberfläche. Diese 
entwickeln sich nach 25 min Aktivierungszeit zu großen Membranblasen.
(53)
 In HEK293-
Zellen, die einen Ratten-P2X7-Rezeptor exprimieren, ist die Aktivierungsdauer mit ATP oder 
BzATP bis zum Auftreten von Membranblasen deutlich kürzer (30-40 s), wohingegen bei 
HEK293-Zellen die den humanen P2X7-Rezeptor exprimieren, die Aktivierungsdauer bei 10-
15 min liegt.
(53)
. Die Gründe für die Spezies-abhängige Aktivierungsdauer der P2X7-
Rezeptoren und die Abhängigkeit vom verwendetet Zellsystem sind noch unklar. 
Möglicherweise spricht das für eine separates ubiquitäres Porenprotein, welches durch 
Interaktion mit dem aktivierten P2X7-Rezeptor die zytolytische Pore bildet.
(18,17)
 Die 
unterschiedliche Kinetik der Porenbildung wäre dann auf Unterschiede des ubiquitären 
Porenproteins bei den verschiedenen Zellsystemen zurückzuführen.  
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5.2 Zytolytische Membranporenbildung der untersuchten hP2X7-
Rezeptor-Mutanten 
 
Unbestritten ist, dass für die zytolytische Porenbildung und die Ausbildung von 
Membranblasen die C-terminale Endodomäne des P2X7-Rezeptors verantwortlich ist. Dabei 
ist der genaue Mechanismus, über den die zytolytische Pore vermittelt wird, noch unklar. 
5.2.1 Einfluss von Punktmutationen auf die P2X7-Rezeptor-vermittelte zytolytische 
Porenbildung 
 
Der von Gu und Mitarbeitern 2001 beschriebene E
496
A Polymorphismus zeigte erstmals den 
Einfluss von Punktmutationen im Bereich der C-terminalen Endodomäne. Das aus humanen 
B-Lymphozyten von Patienten mit chronisch lymphatischer Leukämie (CLL) klonierte 
polymorphe P2X7-Gen bewirkt in Zellen, die den E
496
A-P2X7-Polymorphismus homozygot 
exprimieren, dass keine zytolytischen Membranporen ausgebildet werden.
(45)
 Nach 20 
minütiger Aktivierung mit 1 mM ATP zeigen sich keine zytolytischen Membranblasen. Aus 
ungeklärter Ursache war die Expression der E
496
A-P2X7-Rezeptoruntereinheit im Vergleich 
zur wt-hP2X7-Rezeptoruntereinheit geringer ausgeprägt (Abbildung 4-12), sodass ein Einfluss 
auf die Membranblasenbildung nicht ausgeschlossen werden kann. Unberücksichtigt bei der 
Untersuchung der Expression mittels Westernblot ist die Rezeptordichte an der 
Zelloberfläche, sodass von einer geringeren Expression nicht zwangsläufig auf eine 
abgeschwächte Funktion des P2X7-Rezeptors geschlossen werden kann.  
 Für den E
496
A-Polymorphismus heterozygote B-Lymphozyten zeigen gegenüber 
homozygoten Merkmalsträgern eine phänotypische Ausbildung der zytolytischen 
Membranporen, die in ihrem Ausmaß zwischen dem Phänotyp des Wildtypes und der 
homozygoten Merkmalsträger liegt.
(45)
 Die elektrophysiologische Eigenschaft als 
ligandengesteuerter Ionenkanal bleibt davon unbeeinflusst.
(55)
 Der von Cora Büttner aus 
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humanen B-Lymphozyten klonierte, bisher nicht publizierte Glycin-Arginin-Polymorphismus 
an Aminosäureposition 441 des humanen P2X7-Rezeptors, zeigt ebenfalls die 
elektrophysiologischen Eigenschaften des Wildtyps-P2X7-Rezeptors. (pers. Mitteilung Prof. 
G. Schmalzing) Die Eigenschaft des P2X7-Rezeptors als Vermittler einer zytolytischen Pore 
mit Ausbildung von Membranblasen wurde demgegenüber von dem G
441
R-Polymorphismus 
beeinflusst. Die Aktivierungsdauer mit 100 µM BzATP war mit 20 min bis zur Ausbildung 
ausgeprägter zytolytischer Membranblasen deutlich länger als die von mir beobachtete 
Aktivierungsdauer des Wildtyp-hP2X7-Rezeptors.  
 In der Aminosäuresequenz der C-terminalen cytoplasmatischen Domäne fällt die 
ungewöhnlich hohe Anzahl an Cysteinresten auf. Im reduzierenden Milieu des Zytoplasmas 
sind die Cysteinreste nicht an der Ausbildung von Disulfidbrückenbindungen beteiligt. Ob die 
Cysteinreste einen Einfluss auf die zytolytische Porenbildung haben, war dabei zum Beginn 
meiner Arbeit noch weitestgehend unbekannt. Der Austausch des Cysteinrestes an Position 
362 mit Alanin ergab eine, im Vergleich zum Wildtyp-hP2X7-Rezeptor, verlängerte 
Aktivierungsdauer bis zur Ausbildung von zytolytischen Membranblasen. Wurde der 
Cysteinrest an Position 572 gegen Glycin ausgetauscht, resultierte daraus eine P2X7-
Rezeptormutante, die nicht in der Lage war, die zytolytische Porenbildung zu vermitteln.
(56)
 
Die hohe Anzahl der Cysteinreste, und die bis jetzt durch Aminosäurenaustausch gefundenen 
Ergebnisse machen es wahrscheinlich, dass die Cysteinreste in der C-terminalen Endodomäne 
des P2X7-Rezeptors einen regulatorischen Einfluss auf die Vermittlung der zytolytischen Pore 
haben. Unterstützt wird die Vermutung dadurch, dass die Cysteinreste nahezu vollständig 
unter den Spezies Mensch, Maus und Ratte konserviert sind (Abbildung 5-2). Möglicherweise 
sind die abweichenden Cysteinreste für die unterschiedliche Kinetik der zytolytischen 
Porenbildung bei den verschiedenen Spezies verantwortlich.
(57)
 Gerade an der untersuchten 
Aminosäureposition 362 weicht die Aminosäuresequenz der humanen- und Ratten-P2X7-
Untereinheit von der Aminosäuresequenz der Maus-P2X7-Untereinheit ab (Abbildung 5-2). 
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HEK293 Zellen, die den Maus-P2X7-Rezeptor exprimieren, zeigen nach 20-30 minütiger 
Aktivierung nur einen geringen Anstieg der durch Akkumulation von YO-PRO1 
hervorgerufenen Fluoreszenz.
(57)
 Das könnte der verlängerten Aktivierungsdauer bis zur 
Ausbildung von zytolytischen Membranblasen bei der funktionell untersuchten C
362
A-hP2X7-
Rezeptormutante entsprechen. Die zelluläre Aufnahme von YO-PRO1 kann nur über die 
P2X7-Rezeptor-vermittelte Membranpore erfolgen. Der Ausbildung der Membranpore folgen 
die Ausbildung von zytolytischen Membranblasen und schließlich der Zelltod. 
 
 
 
Abbildung 5-3: Alignment der C-terminalen Endodomänen der P2X7-Untereinheiten von Mensch, Maus 
und Ratte 
Konservierte Cysteinreste sind gelb, nicht konservierte Cysteinreste sind  rot markiert. 
 
 
 
                 360                                            409 
HumanP2X7  (360) SNCCRSHIYPWCKCCQPCVVNEYYYRKKCESIVEPKPTLKYVSFVDESHI 
MouseP2X7  (360) SAFCRSGVYPYCKCCEPCTVNEYYYRKKCESIMEPKPTLKYVSFVDEPHI 
  RatP2X7  (360) STCCRSRVYPSCKCCEPCAVNEYYYRKKCEPIVEPKPTLKYVSFVDEPHI 
 
                 410                                            459 
HumanP2X7  (410) RMVNQQLLGRSLQDVKGQEVPRPAMDFTDLSRLPLALHDTPPIPGQPEEI 
MouseP2X7  (410) RMVDQQLLGKSLQVVKGQEVPRPQMDFSDLSRLSLSLHDSPLTPGQSEEI 
  RatP2X7  (410) WMVDQQLLGKSLQDVKGQEVPRPQTDFLELSRLSLSLHHSPPIPGQPEEM 
 
                 460                                            509 
HumanP2X7  (460) QLLRKEATPRSRDSPVWCQCGRCLPSQLPESHRCLEELCCRKKPGACITT 
MouseP2X7  (460) QLLHEEVAPKSGDSPSWCQCGNCLPSRLPEQRRALEELCCRRKPGRCITT 
  RatP2X7  (460) QLLQIEAVPRSRDSPDWCQCGNCLPSQLPENRRALEELCCRRKPGQCITT 
 
                 510                                            559 
HumanP2X7  (510) SELFRKLVLSRHVLQFLLLYQEPLLALDVDSTNSRLRHCAYRCYATWRFG 
MouseP2X7  (510) SKLFHKLVLSRDTLQLLLLYQDPLLVLGEEATNSRLRHRAYRCYATWRFG 
  RatP2X7  (510) SELFSKIVLSREALQLLLLYQEPLLALEGEAINSKLRHCAYRSYATWRFV 
 
                 560                              595 
HumanP2X7  (560) SQDMADFAILPSCCRWRIRKEFPKSEGQYSGFKSPY 
MouseP2X7  (560) SQDMADFAILPSCCRWRIRKEFPKTEGQYSGFKYPY 
  RatP2X7  (560) SQDMADFAILPSCCRWKIRKEFPKTQGQYSGFKYPY 
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5.2.2 Einfluss von Trunkierung im Bereich der c-terminalen Endodomäne auf die 
P2X7-Rezeptor-vermittelte zytolytische Porenbildung 
 
Durch Trunkierungsexperimente im Bereich der c-terminalen Endodomäne wurde versucht 
diejenigen Rezeptorbereiche herauszufinden, die Einfluss auf die Ausbildung der 
zytolytischen Membranpore nehmen. Die um 12 Aminosäuren trunkierte humane P2X7-
Rezeptormutante zeigt nach Aktivierung mit BzATP keine zytolytischen Membranblasen. 
Dies steht scheinbar im Widerspruch mit der Beobachtung, dass ein C-terminal um 14 
Aminosäuren trunkierter Ratten-P2X7-Rezeptor noch eine zytolytische Membranpore 
vermittelt. Allerdings weicht die Aminosäurensequenz der P2X7-Rezeptoren der beiden 
Spezies Ratte und Mensch gerade in diesem Bereich voneinander ab. Das von Smart und 
Mitarbeitern entwickelte Modell einer Porenregulationsdomäne (Abbildung 1-4) zwischen 
Aminosäure 551 und 582 der Ratten-P2X7-Untereinheit könnte somit auch für die humane 
P2X7-Rezeptoruntereinheit anwendbar sein.
(22)
 Dies müsste durch weitere 
Trunkierungsuntersuchungen im Bereich der distalen C-terminalen Endodomäne des 
humanen P2X7-Rezeptors weiter charakterisiert werden. 
 
5.2.3 Einfluss des Tyrosinmotivs 400YVSF403 die zytolytischen Eigenschaften des 
humanen P2X7-Rezeptors 
 
Tyrosinmotive nehmen Einfluss auf das Targeting eines Proteins und aktivieren über 
Phosphorylierungen unterschiedliche Signalkaskaden. Der Austausch der Aminosäuren des 
von mir untersuchten Tyrosinmotivs 
400
YVSF des hP2X7-Rezeptors durch Alaninreste führt 
zu einem Verlust der zytolytischen Fähigkeiten des Rezeptors. Offenbar wird das Protein als 
defekt erkannt und nicht exprimiert. Ungewöhnlich ist, dass keinerlei Degradationsprodukte 
auf dem Westernblot erkennbar sind. Da das Epitop des verwendeten Antikörpers gegen einen 
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distalen Bereich des hP2X7-Rezeptors gerichtet ist, lassen sich Degradationsprodukte jedoch 
nicht ausschließen, wenn der „fehlerhafte“ Rezeptor bei der Synthese und das weitere 
hinzufügen von Aminosäuren durch die Ribosomen unterbleibt. Dann würde der distale 
Bereich des Rezeptorproteins nicht synthetisiert und käme auf dem Westernblot nicht zur 
Darstellung. Unter Umständen hat aber auch die transfizierte Plasmid-DNA einen Defekt 
bekommen und wird somit nicht oder nicht mehr korrekt exprimiert. Eine direkte Aussage 
über den Einfluss des untersuchten Tyrosinmotivs 
400
YVSF lässt sich somit aus diesen 
Ergebnissen nicht ableiten.  
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6 Zusammenfassung 
 
Der P2X7-Rezeptor ist ein ligandengesteuerter Ionenkanal der Gruppe der P2X-
Purinorezeptoren. Im Gegensatz zu den anderen Rezeptoren der P2X-Familie ist der P2X7-
Rezeptor in der Lage, außer einem Ionenkanal auch die Ausbildung einer zytolytischen Pore 
und von Membranblasen zu vermitteln. 
 Hauptziel der vorliegenden Arbeit war es, eine Methode zu entwickeln, die den 
Nachweis ermöglicht, ob bestimmte P2X7-Rezeptormutanten bei Aktivierung mit den 
Agonisten ATP oder dem potenteren BzATP (2’,3’-O-[4-benzoylbenzoyl]ATP) zur 
Ausbildung einer zytolytischen Pore führen oder nicht. Als Zellsystem wurden COS-7-Zellen 
ausgewählt, da sie keine endogenen P2X7-Rezeptoren exprimieren. Da die zytolytische Pore 
für Kationen bis zu einer Molekülmasse von 900 Da permeabel ist, kann die Porenbildung 
durch fluoreszenzmikroskopischen Nachweis der zellulärer Aufnahme des 312 Da großen 
Ethidiumkations nachgewiesen werden. Als unproblematischerer, von der Aussagekraft her 
aber gleichwertiger Parameter erwies sich die phasenkontrastmikroskopische Erfassung der 
Membranblasenbildung (membrane blebbing), die einen der zytolytischen Porenbildung 
assoziierten Plasmamembran-Schaden anzeigt. Der Zeitgang der Membranblasenbildung 
konnte durch den Einsatz eines Zeiss-Cell-Observer-Systems festgehalten werden, wobei 
nach Zugabe der Agonisten ATP oder BzATP über eine Zeitspanne von 30 min automatisiert 
Serienbildaufnahmen für die softwaregestützt Bildauswertung akquiriert wurden. Nach 30 
min Beobachtungsdauer traten keine weiteren P2X7-Rezeptor-vermittelten Veränderungen an 
der Plasmamembran auf. Als günstig erwies sich die Kotransfektion von EGFP-cDNA, das 
die sichere Identifizierung transfizierter Zellen ermöglichte. Außerdem wurden in der 
Fluoreszenzübersicht durch das in den sich ausbildenden Membranblasen enthaltene EGFP 
schon frühzeitige Veränderungen an der Zellmembran sichtbar. Ein weiterer Vorteil war, dass 
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im Fluoreszenzbild nur das zytosolisch lokalisierte EGFP zu sehen war, so dass man bei der 
Auswertung der Bilder nicht von Zellorganellen bzw. nicht transfizierte Zellen und 
Zelldetritus abgelenkt wurde. Diese Methode erwies sich nicht nur an Wildtyp-P2X7-cDNA 
transfizierten COS-7-Zellen als praktikabel, sondern auch an 264.7-RAW-Makrophagen, die 
den P2X7-Rezeptor endogen exprimieren. Zur Validierung der Methode wurden außerdem 
P2X7-Rezeptoren mit E
496
A-Polymorphismus exprimiert. In Übereinstimmung mit der 
Literatur konnte an entsprechend transfizierten COS-7-Zellen keine Membranblasenbildung 
ausgelöst werden. Die Expression der untersuchten P2X7-Rezeptoren konnte mittels 
Westernblot verifiziert werden. 
 Nachdem ein geeignetes Versuchsprotokoll zur Darstellung der zytolytischen 
Porenbildung zur Verfügung stand, wurde eine Reihe von hP2X7-Mutanten hergestellt und 
analysiert. Ein nicht in der Literatur beschriebener Glycin-Arginin-Polymorphismus an 
Aminosäureposition 441 führte zu einer Verlängerung der Aktivierungsdauer mit BzATP. 
Auffallend ist die hohe Anzahl der Cysteinreste in der C-terminalen Endodomäne der P2X7-
Rezeptoren. Der Austausch von 
362
Cys durch Alanin bewirkte, dass sich die 
Aktivierungsdauer bis zur Ausbildung von Membranblasen verlängerte und die gebildeten 
Membranblasen schwächer ausgeprägt waren. Möglicherweise sind die Cysteinreste für 
speziesabhängige Unterschiede in der Kinetik der zytolytischen Porenbildung und der 
Membranblasenbildung verantwortlich. Die Trunkierung der letzten C-terminalen 12 
Aminosäuren führte zu einer P2X7-Rezeptor-Mutante, die nicht mehr in der Lage war, 
Membranblasen auszubilden. Ob auch das Tyrosinmotiv 
400
YVSF
403 
die 
Membranblasenbildung beeinflusst, konnte nicht endgültig geklärt werden, da der 
400
YVSF
403
 
P2X7-Rezeptor im COS 7-Zellsystem nicht oder nur schwach exprimiert wurde. 
Zusammengenommen zeigen diese Experimente, dass eine ganze Reihe von Aminosäuren 
Einfluss auf die hP2X7-Rezeptor-vermittelte Membranblasenbildung nehmen. 
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